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論文内容の要旨
[目的]
異常が生じた DNA を修復する働きは、遺伝情報の保持、伝達を正確に行うために重要で、その異常はゲノム不安
定性の要因であり癌発生の原因となる。 DNA鎖切断修復の主要遺伝子である ATM は、毛細血管拡張性運動失調症の
原因遺伝子であるが、この疾患は悪性リンパ腫の合併が知られる。 ATM 変異は T-、号、 Hodgkin lymphoma など多
くの孤発性リンパ腫で、も高率に認められる。 ATR は ATM と同様 PI3K domain をもっ約 3000 残基のアミノ酸から
なり、放射線 (IR) 、紫外線 (UV) や化学物質によって生じる DNA 単、二重鎖損傷後の修復の開始を担う重要物
質である。 ATR のホモ欠失は、細胞レベルで、致死的で、あるため、これまで解析があまり進んでいない。膿胸関連リン
パ腫 (PAL) は、結核に対する人工気胸術の治療後に発生した慢性膿胸を基盤に発症するリンパ腫で、青笹によって提
唱された。慢性炎症巣では活性酸素の発生などでゲノム損傷を常時来す可能性があるので、 DNA 修復能はとくに重
要である。慢性炎症を基盤に発症する PAL では、 DNA修復能に異常をもっ可能性があると考え、 PAL 由来細胞株お
よび臨床検体を用いて ATM、 ATR 遺伝子の変異を検討した。また、 ATR 変異が実際に DNA修復能に異常をもたら
しリンパ腫発症に関与する可能性があるかを、変異を認めた細胞株を用い検討した。
[方法ならびに成績]
1. PAL 由来細胞株 8株および PAL の臨床サンプル 5 例から抽出した RNA を逆転写し cDNA を作製した。 ATM、
ATR 遺伝子の openreading frame 部を PCR で増幅後塩基配列を解析し、上記遺伝子の変異を調べた。 ATM は 8 例
中 5 例で、 ATR は 8 例中 2 例の細胞株でヘテロの変異を認めた。臨床例でも 5 例中 2 例に ATR の変異を認めた。 ATM
と ATR の変異はいずれも PI3K domain に塩基置換、欠失をもたらすと考えられた。
2. ATR 変異が認められた 2 細胞株 (OPL-2 : exon 46/47 137bp 挿入; Pal-1 : T7637C) を用いて、以下の DNA
修復能、細胞周期制御能について検討した。
a) DNA 二重鎖切断の修復能
細胞株に IR (20 Gy) を照射しゲノム DNA に二重鎖切断を起こさせ、修復する様子を経時的にパルスフィールド
ハU
電気泳動法を用い解析した。 OPL-2 、 Pal-1 は DNA 二重鎖切断後の修復能の遅滞を認めた。
b) DNA 単重鎖切断の修復能
細胞株に UV(10 J/m2) を照射しゲノム DNA に単重鎖切断を起こさせ、その修復する様子を経時的に Cometassay 
法を用い解析した。 OPL-2 、 Pal-1 は DNA 単重鎖切断後の修復能の遅延、消失を認めた。
c) p53 蓄積
細胞株に IR、 UV を照射し DNA 損傷を起こさせ、 p53 蛋白発現量をウエスタンプロット法により経時的に解析し
た。 OPL-2、 Pal-1 は p53 蛋白の蓄積能の低下を認めた。
d) 細胞周期制御
細胞株に IR、 UV を照射し DNA損傷を起こさせ、 18 時間後の細胞周期をフローサイトメトリーを用いて解析した。
OPL~2 、 Pal-1 は細胞周期の G1-S の checkpoint に異常を認めた。
[総括]
PAL 細胞株、臨床検体を用いて DNA 修復遺伝子、 ATM、 ATR の変異を検討したところ高率に認めた。変異はい
ずれもヘテロであるが、 PI3K domain に塩基置換、欠失をもたらす機能喪失変異と考えられた。 ATR に変異を認め
た細胞株は IR、 UV照射により発生する DNA損傷の修復の表退と遅滞、p53 蓄積の低下、細胞周期 G1-S の checkpoint
の異常を認めた。これらの異常は ATR の変異から予想される機能異常として合致した。 ATR の変異は DNA 修復や
細胞周期制御に異常をもたらし PAL の発生、進展に関与する可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
炎症では活性酸素の発生などでゲノム損傷を常時来す可能性があり、慢性炎症基盤に発症する膿胸関連リンパ腫
(PAL) では、 DNA 修復異常がリンパ腫発症に関与する可能性が考えられる。本研究では、 PAL 細胞株、臨床検体
を用いて DNA 鎖切断修復遺伝子 ATM、 ATR の遺伝子異常を解析し、新たな視点からリンパ腫発生機序を検討した。
ATM、 ATR の変異を検討したところ高率に認めた。変異は PI3Kdomain に影響をもたらす機能喪失変異と考えられ
た。さらに、 ATR 変異をもっ細胞株を用い、電離放射線、紫外線による DNA損傷をおこし DNA 単、二重鎖切断修
復能、 p53 および細胞周期制御能の機能を検討したところ、 DNA 二重鎖切断修復能の遅滞、 DNA 単鎖切断修復能の
表退、 p53 の蓄積能の減弱、細胞周期 G1-S の checkpoint の欠乏を認めた。 ATR の変異は DNA修復能の異常をもた
らし、リンパ腫発症に関与する可能性を初めて示した点で、博士(医学)の学位に値すると考える。
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